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(57) Abstract: Tyrainine can be advantageously usetl in any cosmetic or dermopharmaceutieal composition lor skin care, particu- 
larly lor lightening ii and lor lessening its colouring when exposed lo natural or artificial UV. The lyramine used can he derived from 
^ plant extract or from a chemical synlhesis process. It is used as such or purified, veclori/.ed or not in all ly|K\s ol carriers, including 
liposomes, h can he used on its own or combined with other active molecules, grafted or not hy any alkyl chain, linear or branched. 
QO sal mated or unsalu rated, hydroxylated or sulphured or not. containing I to 24 carbon atoms. 

(57) Ahrcgc : La lyramine peul etre avaniageusement uiilisec dans toule composition cosmetiuue cm dermopharmacculique destinee 
aux soins de la peau. particulieremeni a son blanchissemeni el a sa moindre coloration lor.s d* exposition au UV nalurels ou artificicls. 
I .a lyramine uiilisec peul provenir d'un extraii vegetal ou d un procede de synihe.se chimique. lille est uiilisec telle quelle ou purificv. 
veetorisee ou non dans Urns supports donl les liposomes, lille peul etre uiilisec seule ou en association avec d'autres molecules 
actives, grcflec ou non par toule chalnc alkoyle. liueaire ou branchee. sal ni ce ou insaturee. hydroxy lee ou soulree ou non. conlenant 
I a 24 atomes de carbone. 
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Utilisation de la tyramine dans des compositions cosm&iques destinees a 6claircir 
la peau. 

La m^lanine, synthetis6e dans des cellules specialises de l'epiderme, est responsable de 
la pigmentation et done, de la couleur de la peau. 
5 Dans les peaux normales, cette synthese est r£gul£e par diflfcrents facteurs dont le plus 
connu est le soleil qui en provoque Taugmentation de maniere proportionnelle a la 
quantite de rayonnements UV re9us au cours de Fexposition (vie normale ou bains de 
soleil naturel ou stances d'exposition en salon de beaut£) et dont la manifestation est le 
bronzage. 

10 Des perturbations plus ou moins b6nignes ou physiologiques de la m61anog6n6se se 

manifestent comme des taches de rousseur, des grains de beaut6 ou comme des taches 
diffuses (chloasma, taches de grossesse). 

Parmi de nombreux d6r6glements physiologiques naturels induits par le vieillissement, 
celui de la m61anog6nese se traduit par l'apparition de zones h6t£rog&nes qui fonnent les 

1 5 taches de senescence. 

LTndustrie Cosm&ique est done tout & fait dans son rdle lorsqu'elle propose des solutions 
propres k r^guler ces divers dysfonctionnements qui n'ont pas de pronostic vital. 
De nombreuses molecules ou substances ont 6te proposes pour traiter 
rhyperpigmentation de la peau, mais peu d'entre-elles peuvent Stre retenues pour une 

20 application topique cosm&ique (probtemes d'irritation, de legislation, de toxicity). 

Celles qui restent apres cette selection ne sont en general pas tres efficaces. 
L'objet de cette demande de brevet reside dans le fait que nous avons d^couvert qu'il 6tait 
possible de repondre efficacement a cette probtematique en utilisant la tyramine dans des 
compositions cosm&iques ou dermo-pharmaceutiques. 

25 A ce jour, la tyramine, que Ton trouve principalement dans l'alimentation (fromages 
fermentes, choux, pommes de terres, harengs, gruyfre, chianti, Camembert ...), n'est que 
tres peu utilisee en Pharmacie ou en Cosmetique. Elle est utilisee dans des methodes de 
dosages et diagnostics (EP0795610), pour traiter les <§tats dgpressifs (US4868218) et/ou 
les maladies d'Alzeimer ou de Parkinson (EP0406488), ou pour r&luire la synthase de 

30 cholesterol (US4857522). 

D*un point de vue biochimique, la tyramine est un pr£curseur direct de la dopamine. 
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Nous avons emis Thypothese que, de par sa structure chimique proche de la dopa, la 
tyramine pourrait presenter un effet anti-tyrosinase, ce qui en ferait un produit capable de 
diminuer la melanog6n6se dans toutes les situations decrites pr^cedemment 
En effet, les melanocytes possedent une tyrosinase et une o-diphenol oxydase, enzymes 
5 qui catalysent la conversion de la tyrosine en meianine selon le schema suivant: ■ 

Tyrosine => Dopa => Dopa quinone =i> Dopachrome => Indole quinone => M61apine 
Un individu albinos possede un deficit congenital en o-diphenol oxydase, ce qui se 
traduit par Tabsence de melanog6n6se et done de pigmentation cutan6e. 
^invention faisant 1'objet de cette demande reside dans le fait que nous avons decouvert 
10 et d&nontre que la tyramine reduit la production de meianine car elle n'est pas 

transform6e en dopa, ce qui bloque le systeme. La tyramine est done un inhibiteur 
competitif sans etre un substrat alternatif. 

La tyramine peut etre obtenue a partir de toute source d'approvisionnement. 
n peut etre avantageux d'utiliser une origine v6g^tale a partir de toute plante la 
15 renfermant, dont le Citrus reticulata, plante particulterement riche en tyramine (Wheaton 

TA & Stewart I (1970) Lloydia 33:244-54) puisque Ton peut utiliser la plante entidre ou 
quelque partie isoiee que ce soit pour en r^aliser l'extraction. 

La plante ou partie de plante (15 grammes) est dispers^e dans 85 grammes d'eau distillee 
sous pales pendant 48 heures a temperature ambiante. La quantity de plante occupe 
20 autant de volume que I'eau. Apr&s filtration (800nm) l'extrait est utilisable tel quel. 

II est egalement possible, pour des besoins de formulations ulterieures, d'obtenir un 
extrait sec par toute methode classique en la matiere. 

Les analyses r&tlisees par HPLC montrent que l'extrait ainsi obtenu contient de la 
tyramine. Selon la provenance des plantes et la saison de r£colte, 1'homme de Tart ajuste 
25 les proportions donn^es ci-dessus pour obtenir des extraits dont la teneur en tyramine soit 

constante d'une extraction k 1'autre. 

Cet exemple d'obtention de la tyramine dans un extrait Citrus reticulata n'est pas limitatif. 
II est en effet possible de r£aliser cet extrait par d'autres proc6d6s comme, par exemple, la 
maceration, la simple decoction, la lixiviation, 1'extraction sous reflux, l'extraction au moyen 
30 d*ultrasons ou de micro-ondes ou enfin des techniques a centre courant, sans que cette liste 

soit limitative. 

Par ailleurs, les solvants d'extraction cites ci-dessus ne sont pas limitatifs et peuvent £tre 
choisis parmi l'eau, le propylene glycol, le butylene glycol, la glycerine, le polyethylene 
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glycol, les Others m&hyliques ou &hyliques des diglycols, les polyols cycliques, les 
diglycols 6thoxyl6s ou propoxytes, les alcools (methanol, 6thanol, propanol, butanol), ou 
tout melange de ces solvants. 

En resume, dans le cadre de ce brevet, pour r^pondre aux activites attendues, la tyramine 
peut: 

• provenir d'extrait de v£g&aux, prSf&rentiellement du Citrus reticulata, 

• provenir de tout proc&te de synthase, 

• etre utilises seule ou en association avec d ! autres molecules actives, 

• €tre puriftee et vectoris^e dans tous supports dont les liposomes, 

• Stre greflfce, sur le OH ou sur le NH 2 , par toute chaine alkoyle, lin^aire ou branchee, 
saturee ou insaturee, hydroxylee ou souftee ou non, contenant 1 4 24 atomes de 
carbone. 

La tyramine peut Stre pr&ente dans toutes les formes galeniques utilises en Cosmetique et 
en deimopharmacie. Les deux compositions suivantes ne sont donn6es qu'& titre d'exemple. 
Exemple N° 1 ■ Creme de jour 



VolpoS20 
Volpo S2 



2,4 
2,6 
8,0 
0,5 



Prostearyl 15 
Cire d'abeille 
Abil®ZP2434 



3,0 



Propylene glycol 
Carbopol®941 



0,25 



3,0 



Triethanolamine 0,25 
Tyramine 5,0 
Eau & conservateurs QSP 1 OOg 



Exemple N°2 - Lait corporel deodorant et eclaircissant 



Crillet3 2,5 

Novol 0,9 

Fluilan 2,5 

Carbopol 940 0,3 

Cired'abeilJe 2,0 

Triethanolamine 0,1 
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Glycerine 5,0 
Tyramine 3,0 
Eau & conservateurs QSP lOOg 

Les exemples suivants demontreront l'effet eclaircissant de la tyramine. 
5 Exemple N°3 - Inhibition de la tyrosinase humaine (in vitro) 

Cet exemple mets en Evidence une activity dopamine oxydase. 

Des melanocytes humains normaux (MNH) en culture sont lys6s par un tampon Igepal 
associe a des ultrasons et l'extrait cellulaire est mis au contact d'un tampon contenant de 
la tyramine, a des concentrations de 0,1, 0,3 et 1% (p/p) ou n'en contenant pas (contrdles) 
10 L'activite de la tyrosinase est alors quantiftee au travers de son activity L-Dopa oxydase 
par une mesure de la D.O. k 490 nm de la quantity de Dopachrome form£ a partir du L- 
Dopa. La reaction est done inittee par l'ajout de L-DOPA. 

La cin&ique est suivie sous une longueur d f onde de 490 nm toutes les 10 minutes entre 
TO et 1H puis toutes les 30 minutes jusqu'& 2 Heures. 
15 Le tableau suivant resume les r&ultats moyens des pourcentages d'inhibition, observes 

par rapport au controle au meme temps, obtenus sur 8 essais differents. 



+ 10' +20' +30' +40 ? +50' +60' +90' +120* 



Tyramine 0,1% 


-13,2 


-13,2 


-16,1 


-14,1 


-13,4 


-14,2 


-14,0 


-13,2 


Tyramine 0,3% 


-19.2 


-21,4 


-28,3 


-31,1 


-32,1 


-33,7 


-33,5 


-31,7 


Tyramine 1,0% 


-27,0 


-35,8 


-48.4 


-50,9 


-52,8 


-55,3 


-55,7 


-53.8 



Ces resultats demontrent une baisse importante de Tactivit6 de la tyrosinase en presence 
de tyramine. Comme la presence ou l'absence de cette tyramine est la seule variable de 
Texperimentation dScrite, il est clair que Teffet observe ne peut provenir que de la 
tyramine. Enfin, cet effet est specifique du systeme observe avec la tyramine puisque 



25 l'effet observe est clairement concentration-dependant 

II est bien entendu que nous avons valide cet essai par ailleurs en s'assurant de la stability 
du systeme par la realisation de cas sans L-Dopa et sans tyramine. 
Exemple N°4 - Inhibition de la tyrosinase (in vitro) 

S'il est intellectuellement satisfaisant d'utiliser des cellules humaines pour demontrer un 
30 effet physiologique, il est bien connu que les resultats obtenus sont quelquefois sujets a 

de grandes variations dues a la variability inter-individuelle des donneurs. 
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15 



20 



25 



30 



Pour cette raison, bien que les resultats precedents ne laissent aucun doute sur l'effet 
inhibiteur de la tyramine sur la tyrosinase, nous avons r6alis6 des experimentations 
diff&rentes avec un autre modele. 

Les cellules utilisees dans cet exemple sont celles de melanomes B16 qui produisent 
beaucoup de m&anine et qui servent couramment pour £tudier l'activite de la tyrosinase 
ainsi que pour celle de la synthase de melanine. 

Ces cellules sont r£ensemenc6es dans des puits de plaques de culture (24 puits/plaque) et 
incubees pendant 24 heures a 37 °C. Apres rin9age, les cellules sont mises au contact, 
pendant 48 heures, dun tampon contenant de la tyramine, a des concentrations de 0,01 et 
0,03 % (p/p) ou n'en contenant pas (contrdles). 

Un t&noin positif a ete realise en utilisant de l'hydroquinone k 0,01.10' 2 %. 
Comme precedemment, les cellules sont alors lysees par un tampon Igepal associ6 a des 
ultrasons, Tactivite de la tyrosinase est quantiftee et standardise par rapport k la quantity 
de prolines pr&entes. 



Moyennes des pourcentages d'inhibition, observes en fin d'incubation (48 H) par rapport 
au contrdle au meme temps (5 essais differents) 



Tyramine 0,01% 
Tyramine 0,03% 



-22,1 
-29,9 



Hydroquinone ^ 0,01.1 0' 1 %. - 20,0 

Ces r6sultats d&nontrent une baisse importante de Tactivit^ de la tyrosinase en presence 
de tyramine qui est meilleure que celle obtenue avec Thydroquinone a concentration 
comparable. Comme la presence ou Tabsence de cette tyramine est la seule variable de 
l'exp&imentation decrite, il est clair que reflet observe ne peut provenir que de la 
tyramine. Enfin, bien que r6alis6 avec seulement 2 concentrations dififcrentes de 
tyramine, cet effet est sp6cifique du syst&me observe avec Ja tyramine puisque l'effet 
observ6 est concentration-ddpendant 

Exemple N? 5 - Inhibition de la svnthese de melanine (in vitro) 
Des melanocytes humains normaux (MNH) en culture (confluence entre 60 et 80%) sont 
mis en presence de tampon d f un tampon contenant de la tyramine, a des concentrations de 
0,003 et 0,01% ou n'en contenant pas (contrSles). 

Ce temps de contact dure 8 jours pendant lesquels, pour entretenir les cellules, le tampon 
(identique au precedent en terme de concentration de tyramine: 0,003 et 0,01 % (p/p)) est 
renouvete tous les jours. 



WO 02/15871 



PCT/FR01/02597 



6 

Au cours de cette periode, la moitie des boites est exposee a 5 reprises a des UV-B 
(20mJ/cm 2 ) alors que 1'autre moitte ne re?oit pas d'irradiation (temoins). 
A la fin de cette periode, le milieu de culture est enlev6 et les cellules sont rincees. 
Apres extraction, la quantite de melanine intracellulaire est determinee classiquement par 
5 spectrophotontetrie et cette quantite est ramenee k un meme nombre de cellules pour 

standardisation. 

Le tableau suivant resume les resultats moyens des pourcentages ^inhibition, observes 
par rapport aux temoins au meme temps, obtenus sur 5 essais diffiSrents. 



Cellules non irradiees Cellules irradiees 



10 


Tyramine 0,003 % 


-30 


-28 




Tyramine 0,01 % 


-32 


-32 




Arbutine 0,09 % 


-11 


- 8 



Ces r&ultats demontrent: 



• dune part, qu'en Tabsence des irradiations par les UVB, la tyramine diminue le taux 
15 basal, ce qui traduit une diminution de la quantite totale de melanine formee d'ou un 

effet blanchissant attendu, 

• d'autre part, qu'apres les 5 irradiations par les UV-B, l'inhibition de la synthese de la 
melanine en presence de tyramine est maintenue plus basse que chez les temoins, 
limitant ainsi 1'effet inducteur du rayonnement sur la n£osynthese (facteur *2 dans le 

20 cas des temoins). 

Comme la presence ou l'absence de cette tyramine est la seule variable de 
rexp&imentation d&rite, il est clair que l'effet observe ne peut provenir que de la 
tyramine. Enfin, bien que realise avec seulement 2 concentrations differentes de 
tyramine, cet effet est spScifique du systeme observe avec la tyramine puisque Teffet 

25 observe est concentration-dependant. 

Exemple N° 6 - Effet "anti-taches" (in vivo) 

Cet essai a &e realist sur 20 volontaires de sexe teminin agees de 45 k 65 ans presentant 
des taches de vieillesse sur la peau des mains. 

Apres rep6rage precis et mesure de la taille et de la coloration de 5 taches par mains et 
30 par volontaires, le protocole consiste a appliquer le produit a tester incorpote (5 %) dans 

la creme decrite dans Texemple N° 1 pendant une periode d'un mois et demi sur une seule 
main (tiree au hasard), Tautre servant de temoin (done traitee avec la m€me cr&me mais 
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ne contenant pas de tyramine). Bien evidemment, des mesures de la coloration cutanSe 
de 5 zones sans taches ont egalement 6t6 r^alis^es pour permettre un standardisation des 
rdsultats. 

Aux temps + 1 mois et + 1 mois et demi, des quantifications de la coloration cutan£e sont 
5 effectives au moyen d'lm mexametre qui estime la quantity de m&anine presente grace a 
une lampe sp6ciale int£gr£e dans la sonde et qui 6mets 3 longueurs d'onde diffcrentes. 
Aprds un mois et un mois et demi, la coloration des taches de vieillesse des mains 
trait£es 6taient respectivement inferieure de 6,4 % et 24 % par rapport a celles trait6es 
par la crdme ne contenant pas la tyramine. 
10 Ce r£sultat est particulierement spectaculaire lorsque Ton sait que cette etude a 6t6 

realisee pendant la periode du printemps 2000 qui a 6te particulierement ensoleiliee. 
Tous ces exemples demontrent clairement un effet eclaircissant et blanchissant ainsi 
qu'une r6elle efficacite sur une moindre coloration cutanee lors ^exposition aux UV 
naturels ou artificiels 

15 La concentration de la tyramine peut varier entre 0,001% et 10% (p/p), preferentiellement 

entre 0,01 et 7,0% (p/p) dans la composition cosmetique ou dermopharmaceutique finie. 
La tyramine peut Stre utilis^e dans toute forme gaienique employee en cosmetique ou 
dermopharmacie: emulsions H/E et E/H, laits, lotions, pommades, lotions capillaires, 
shampooings, savons, sticks et crayons, sprays, huiles corporelles, sans que cette liste soit 

20 limitative. 

H est possible d'incorporer la tyramine dans des vecteurs cosmetiques comme les liposomes, 
les chylomicrons, les macro-, micro- et nanoparticules ainsi que les macro-, micro- et 
nanocapsules, de les absorber sur des polymeres organiques poudreux, les talcs, bentonites et 
autres supports min6raux. 

25 La tyramine peut etre combinee dans les compositions cosm6tiques avec tout autre ingredient 

habituellement utilise en cosmetique: lipides d ! extraction et/ou de synthese, polymeres 
geiifiants et viscosants, tensioactifs et emulsifiants, principes actifs hydro- ou liposolubles, 
extraits d'auties plantes, extraits tissulaires, extraits marins. 

Les composition cosmetiques ou dermopharmaceutiques contenant la tyramine sont des 
30 cremes, baumes ou des gels ou des lotions ou cremes solaires et apres solaires, des 
produits aprds-rasage, des crimes epilatoires ou post-epilatoires 
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La tyramine est incorporee dans toute composition cosmetique ou dermopharmaceutique 
destinee aux soins de la peau, particulierement a son blanchissement et a sa moindre 
coloration lors d'exposition aux UV naturels ou artificiels. 

Ces composition cosmetiques ou dermopharmaceutiques sont utilisees pour la 
5 preparation de medicaments destines aux soins de la peau, particulierement a son 
blanchissement et a sa moindre coloration lors d'exposition aux UV naturels ou 
artificiels. 

La tyramine est utilisee seule ou incorporde dans des compositions cosmetiques ou 
dermopharmaceutiques, lte(es) ou incorpor6(es) ou absorbe(es) ou adsorbe(es) sous forme 
10 de macro-, micro- et nanoparticules ou dans des macro-, micro- et nanocapsules, dans les 
textiles, fibres synth&iques ou naturelles, laines et tout mat&iaux susceptibles d'etre utilise 
pour r6aliser des vetements et sous-vetements de jour ou de nuit, directement au contact de la 
peau ou de des cheveux pour en permettre une ddivrance topique continue. 
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REVENDICATIONS 

1 . Utilisation de la tyramine dans toute composition cosmetique ou dermopharmaceutique. 

2. Compositions cosmetiques ou dermopharmaceutiques selon la revendication 1 caracterisees 
en ce que la tyramine utilisee peut: 

• provenir d'extrait de vegetaux, preferentiellement du Citrus reticulata, 

• provenir de tout proced6 de synthese ou de fermentation, 

• etre utilises seule ou en association avec d'autres molecules actives, 

• etre purifiee et vectorisee dans tous supports dont les liposomes, 

• etre greff&e, sur le OH ou sur le NH 2 , par toute chaine alkoyle, lineaire ou branchee, 
satur^e ou insatiate, hydroxyiee ou soufree ou non, contenant 1 k 24 atomes de 
carbone. 

3 . Compositions cosmetiques ou dermopharmaceutiques selon la revendication 2 caracterisees 
en ce que la concentration de tyramine est comprise entre 0,001% et 10% (p/p), 
pr6f6rentiellement entre 0,01 et 7,0% (p/p) dans le produit final. 

4. Compositions cosmetiques ou dermopharmaceutiques selon les revendications 2 a 3 
caracterisees en ce qu'elles se piesentent sous toute forme gatenique employee en 
cosmetique ou dermopharmacie: emulsions HZE et E/H, laits, pommades, lotions 
capillaires, shampooings, savons, sticks et crayons, sprays, huiles corporelles. 

5. Compositions cosmetiques ou dermopharmaceutiques selon Tune des revendications 2 a 4, 
caracterisees en ce que la tyramine est incorporee dans des vecteurs cosmetiques comme 
les liposomes, les chylomicrons, les macro-, micro- et nanoparticules ainsi que les macro-, 
micro- et nanocapsules, de les absorber sur des polym&res organiques poudreux, les talcs, 
bentonites et autres supports mineraux. 

6. Compositions cosmetiques ou dermopharmaceutiques selon Tune des revendications 2 a 5, 
caracterisees en ce que la tyramine est utilisee avec tout autre ingredient habituellement 
utilise en cosmetique: lipides ^extraction et/ou de synthese, polymeres geiifiants et 
viscosants, tensioactifs et emulsifiants, principes actifs hydro- ou liposolubles, extrais 
d ! autres plantes, extraits tissulaires, extraits marins. 

7. Composition cosmetiques ou dermopharmaceutiques selon hine des revendications 2 a 6, 
caracterisees en ce que ce sont des cremes, baumes ou des gels ou des lotions ou cremes 
solaires et apres solaires, des produits apres-rasage, des cremes epilatoires ou post- 
epilatoires. 
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8. Composition cosm&iques ou dermopharmaceutiques selon Pune des revendications 2 a 7, 
destinies aux soins de la peau, particulierement a son blanchissement et a son 
eclaircissement ainsi que pour obtenir une moindre coloration cutan6e lors ^expositions 
aux UV naturels ou artificiels. 
5 9. Utilisation de la seule tyramine selon la revendication 1 ou incorporees dans des 
composition cosmetiques ou dermopharmaceutiques selon hine des revendications 2 £ 7, 
pour la preparation de medicaments destines aux soins de la peau, particulierement a 
son blanchissement et h sa moindre coloration lors d'exposition au UV naturels ou 
artificiels. 

10 10. Utilisation de la seule tyramine selon la revendication N°l ou incorpor£e dans des 
compositions cosmetiques ou dermopharmaceutiques selon les revendications 2 k 7, 
li£(es) ou incorporates) ou absorbe(es) ou adsorb6(es) sous forme de macro-, micro- et 
nanoparticules ou dans des macro-, micro- et nanocapsules, dans les textiles, fibres 
synth&iques ou naturelles, laines et tout materiaux susceptibles d'etre utilise pour realiser 

1 5 des vetements et sous-vStements de jour ou de nuit, directement au contact de la peau ou de 

des cheveux pour en permettre une deiivrance topique continue. 
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